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(論文 内容 の要 旨)
イ ン フル エ ンザ ウ イル スの 外膜 に存在 す るヘ マ グルチ ニ ン蛋 白質(HA)
は,ウ ィ ルスの 細胞 へ の 侵入 に 関わ る2つ の機 能 を もつ 。一 つは ウイル ス受
容 体へ の 結 合で あ り,こ れ に よ って ウィ ルスは宿 生 細胞 表 面 に 吸着 す る こと
がで き,そ れ に引 き続 きエ ン ドサ イ トー シスに よ って細 胞 内部 へ 取 り込 まれ
る。 もう一 つの機 能 は弱 酸 性 に限 って 現 われ る膜 融 合活 性 であ る。 これ によ
って,エ ン ドサ イ トー シスに よ って取 り込 まれ た ウィル スが,エ ン ドソーム
内が 酸性 に な った と きに膜 融合 を起 こ し,ウ イル スゲ ノム を細胞 質 に移す こ
とを可 能 に してい る。 この よ うに,HAが 酸性 で現 わ す 膜 融合活 性 は ウイル
ス感染 初期 の 重要 な機 能 で あ るが,そ の 膜 融 合の 機構 は ま だ明 らか で ない。
申請者 は・ この 問 題 を,ウ イ ルス側 お よび 標的 細胞 膜 側 をそ れ ぞれ 再構 成系
に置 き換 え,単 純 化 した 系 を用 いて 研究 し,膜 融 合の分 子 機構 を明 らか に し
よ うとした もの で あ る。
申請 者は,ま ず,界 面 活性 剤 トリ トンX-100を 用 いて ウィル ス 外膜 よ り
HAを 可 溶 化 し単 離 した。 これは ロゼ ッ ト状 の会 合体 を形 成す る。 そ して,
このHAロ ゼ ッ トその もの が,酸 性 で溶 血活 性 を もつ こと を示 した 。っ ぎに
界 面 活性 剤存 在下 で,HAと フ ォス フ ァチ ジル コ リンー コ レス テ ロール を混
合 し,透 析法 に よ り再構 成 小胞 を 調製 した。 この 再構 成小 胞 は 赤 血球 凝集 を
起 こ し,酸 性 で 溶血や 赤 血球Q細 胞 融 合 を引 き起 こした 。 また ス ピ ンラベル
を 用い て,こ の再構 成 小胞 と赤 血球 膜め 融 合 を直 接測 定 した と ころ,元 の ウ
ィル ス と同 じpH依 存 性 を もち,同 じ速 さ と効 率 で融 合 す る こ とが示 され た 。
た だ し,再 構 成 小胞 中の コレス テ ロー ル含量 が 高 い程,ま た 脂質 に対 す るHA
の量 比 が 大 きい 程,膜 融合 の効 率 が 高い 。 申 請者は,さ らに,ア ル キル化 し
た ガ ラス上 にHA再 構 成 膜 を 作成 す る こ とを 試みて い る。す な わ ち,予 め オ
クタ デ シル トリク ロロ シラ ンを反応 させ た カバ ーグ ラス を,HAと 脂質 の 界
面 活 性剤 混合 液 中に 入れ,透 析を行 な った。 この カバ ー グラ スは赤 血 球 を吸
着 し,酸 性条 件 で溶 血 を 引 き起 こ した。 この結 果 は,HAの 機 能 を保 持 して
ガ ラス表面 上 に 再構 成 膜が 形 成 され た こ とを示 す もの で あ り,蛍 光 ラベ ルな
どの導 入 に よ り,光 学 顕微 鏡下 でHAの 動 的 状 態の研 究 を可 能 に した もの で
あ るo
最 後 に,標 的細胞 膜 の 再構 成 系 として,こ の ウイル スの 受容 体 で あ る赤 血
球 膜 グリコフォリンを抽 出精 製 し,そ れ を フ ォス ファチ ジル コ リン と コ レス テ
ロールの 小胞 に再構 成 してい る,ス ピン ラベル した イ ン フル エ ンザ ウイル ス
を用 いて,こ の 再構 成 膜 との 融合 反 応 を測 定 した と ころ,元 の 赤 血 球 膜 との
場 合 と同 様 に酸 性で 活性 化 され る こ とが 明 らか に され た。 その 融合 効 率 は,
グリコフォリン 含量 と と もに増 大 し,重 量 に して0.6%以 上 含 む場 合 は赤 血 球
膜 と同 じ効 率 を もつ こ とが示 され た 。 この よ うに して,適 当な 条件 を選 ぶ こ
とによ り,元 の ウィル ス と同 じ機 能 を もっHA再 構 成 小胞,お よ び元 の標 的
細胞膜 と同じ働 きを もつ受容体再構 成 膜 が 調 製 され た 。
参 考論 文 二篇 は,イ ン フル エ ンザ ウ イル ス と脂質 リボ ソー ムの 相互 作 用 に
関す る もの,お よ び イン フル エ ンザ ウイル ス と培 養 細胞 の 相 互 作 用 に関 す る
もの で,い つ れ も本論 文 と密 接 に 関係 した もので あ る。
ｉ 名 川 崎 則
(論文 審査の 結果 の要 旨)
外 膜 を もっ ウィル スの細胞 内侵 入機構 の解 明の た めに,外 膜 と標 的細 胞 膜
の 融 合の分 子 機構 を明 らか にす る こ とは きわめ て重 要で あ る。 イ ン フル エ ン
ザ ウィル スは 酸性で 膜 融合 活性 を もつ た めに,標 的細 胞 内に エ ン ドサ イ トー
シスによ って 取 り込 ま れた 後 に,エ ン ドソー ムの 酸 性条件 下 で 膜融 合 を起 こ
して,ゲ ノム を細胞 質 に移す こ とが 知 られ てい る。 その 膜融 合 活性 を に な う
外 膜蛋 白質 ヘ マ グル チ ニ ン(HA)に っ い て は,そ の一 次 構 造の み な らず立
体構 造 も明 らか に され て お り,融 合 反応 の 分子 機構 を研究 す るの に きわ めて
適 して い るQ申 請 者は,こ のHAが に な う膜 融 合反 応 を,種 々の 再構 成 系 を
用 い 単 純化 あ るい は要 素 化 した 系にっ い て研 究 し,そ の分子 機構 解 明 へ の道
を拓 い た もので あ る。
申請者 は,ウ ィル スの 再構 成 系 として,ま ず,HAを フ ォス フ ァチ ジル コ
リン と コ レス テ ロール の小胞 に 再構 成 した もの を調 製 し,そ の赤 血 球 膜 との
融 合反 応が 酸性 で活 性 化 され る こ とを見 出 した。膜 融 合 の効 率 は,再 構 成小
胞 中のHA含 量お よ び コ レス テ ロール含 量 とと もに増 大 し,適 当な 含量 の も
の は元の ウ ィル ス と同 じ効率 を もつ こ とを明 らか に してい る。 これ に 対 し,
膜融 合 のpH依 存 性や 融 合速 度 は,こ れ らの含 量 には あ ま り依存 せ ず 元の ウ
イル スの 場 合 と同 じで あ った ・つ ぎに,ス ライ ドガ ラス板 上 にHAの 再構 成
膜を 作製 し,そ れが 酸 性 での 溶血 活性 を もっ こ とを観 察 して い る。
標 的細 胞膜 の 再構 成 系 と しては,赤 血 球膜 に お け る ウイ ルス 受容体 グ リコ
フ ォ リンを用 い,そ れ を フォス フ ァチ ジル コ リンと コ レス テ ロール に再 構成
した もの を研 究 して い る。 イン フルエ ンザ ウィル スは この 再構 成 膜 と酸 性で
融合 す る こ と,そ の 融合 効率 は 再構成 膜の グ リコフ す リン含量 と と もに増 大
し,重 量 百分 率0.6%以 上 ふ くまれ る場 合は,元 の赤 血 球 膜 と同 じ効 率 が 得
られ るこ とを明 らかに して い る。
これ らの 研 究成 果 か ら,膜 融合 反応 にお け る外 膜上 のHAの 存 在 密 度,コ
1
レステロールの役割,標 的細胞 膜におけ る受容体の役割 りにっいて 明確な知
見が 得られてお り,膜 融合の分子機構 解明に貢献す るところが 大きい。その
成果は,さ らに膜融合め研究に とどま らず,生 体膜の動的構造 と機能の関係
の研究に対して も基礎的に重要な貢献であ り,ま た一方では ウィルスの細胞
内侵入機構に対して直接的な寄 与をなす ものであ る。参考論文2篇 もいずれ
もインフルエンザウィル スに関す るもので,主 論文 とと もに申請者の優れた
研究能力 を示 してい る。
以上の審査結果か ら,本 論文は理学博士の学 位論文 として価値あ るもの と
認めた。
なお,主 論文及び参考論文に報告されている研究業績を中心に,そ れ に関
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